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RESUMEN: El «duraznillo blanco» (Solanum glaucophyllum, sinónimo S. malacoxylon) es el agente
causal de la calcinosis enzoótica, una enfermedad caracterizada por la calcificación de los tejidos
blandos. La planta es altamente tóxica para los bovinos y produce considerables pérdidas económi-
cas en la Argentina, Brasil, Paraguay y Uruguay. En el resto del mundo se han encontrado otras
plantas calcinogénicas que originan enfermedades similares. S. glaucophyllum contiene altos nive-
les de 1,25 dihidroxivitamina D3. Los efectos de la Vitamina D3 son importantes, no sólo en la
homeostasis del calcio, sino también en la regulación inmune, el crecimiento y la diferenciación
celular. En la piel, la vitamina D y sus metabolitos regulan el crecimiento y la diferenciación celular.
En el presente trabajo, se analizaron la proliferación y la diferenciación celular en la piel, mediante
la expresión inmunohistoquímica de citoqueratinas, involucrina y antígeno nuclear de proliferación
celular (PCNA). Los resultados fueron objetivamente obtenidos mediante el procesamiento y análi-
sis de imágenes y estadísticamente evaluados. Los bovinos intoxicados con S. glaucophyllum mos-
traron una marcada disminución del espesor epidérmico, atrofia de los folículos pilosos y de las
glándulas, tanto sebáceas como sudoríparas. La proliferación celular, evaluada por la expresión del
PCNA, no se presentó disminuida. Los marcadores de diferenciación, tales como involucrina y cito-
queratinas 10 y 11, modificaron su expresión por efecto de la intoxicación con S. glaucophyllum . Los
resultados parecen indicar que el adelgazamiento de la epidermis no se debe a un bloqueo en la
proliferación de células basales, sino que sería atribuible a una estimulación de la diferenciación
terminal de los queratinocitos suprabasales. Por lo tanto, los mencionados cambios cutáneos, debe-
rían ser considerados en la patología de la calcinosis enzoótica.
PALABRAS CLAVE: Calcinosis enzoótica, Solanum glaucophyllum, atrofia cutánea, diferenciación
celular, proliferación celular.
EFFECTS OF PLANT INDUCED HYPERVITAMINOSIS D ON
CUTANEOUS STRUCTURE, CELL DIFFERENTIATION AND CELL
PROLIFERATION, IN CATTLE
ABSTRACT: Solanum glaucophyllum (synonym S. malacoxylon) is a plant toxic for cattle due to its
high levels of 1,25-dihydroxyvitamin D
3
 as glycoside derivatives. S. glaucophyllum causes a dis-
ease characterized by wasting and calcification of soft tissues. Other calcinogenic plants produce
similar diseases in different countries. The effects of vitamin D are not only important in calcium
homeostasis, but also in immune regulation, cell growth, and cell differentiation. In the skin, vitamin
D and its metabolites regulate the growth and differentiation of keratinocytes.We had analyzed
histologically the skin in S. glaucophyllum -intoxicated and in control heifers. Cellular differentia-
tion and proliferation were analyzed by immunohistochemical expression of cytokeratins, involucrin,
and PCNA. The results were objectively obtained by image processing and analysis and statistically
evaluated. S. glaucophyllum -intoxicated cattle showed atrophy of epidermis, and severe involution
of hair follicles, sebaceous, and sweat glands. Cellular proliferation, as judged by PCNA expression,
was not reduced. The analyzed markers of differentiation, e.g. involucrin and cytokeratins 10 and
11, changed in relation to S. glaucophyllum -poisoning. The present study indicated that the epider-
mal atrophy was the result of stimulation of a terminal differentiation of keratinocytes, and not due
to a reduction of basal cell proliferation. Cutaneous changes should, therefore, be included in the
pathology of the enzootic calcinosis.
KEY WORDS: Key words: Enzootic calcinosis, Solanum glaucophyllum, cutaneous atrophy, cell
differentiation, cell growth.
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INTRODUCCIÓN
El Solanum glaucophyllum (sinónimo S.
malacoxylon) es el agente causal de una enfer-
medad denominada calcinosis enzoótica, carac-
terizada principalmente, por la calcificación de
tejidos blandos. La planta es altamente tóxica
para el ganado bovino y causa considerables
pérdidas económicas en Argentina, Brasil, Pa-
raguay y Uruguay (Okada et al., 1977; Puche y
Bingley, 1995). En otras latitudes, diversos her-
bívoros desarrollan enfermedades similares de-
bido a otras plantas calcinogénicas (Morris,
1978). Esto ocurre porque el S. glaucophyllum
contiene altos niveles de 1,25 dihidroxivitamina
D3 (1,25(OH)2D3) (Haussler et al, 1976) y otros
derivados de la vitamina D3 (Esparza et al.,
1982).
La piel ocupa un papel central en el me-
tabolismo de la vitamina D; es la única fuente
del colecalciferol o vitamina D3 a partir del 7-
dehidrocolesterol (Holick, 1981). Los queratino-
citos no sólo producen vitamina D3, sino tam-
bién varios metabolitos relacionados:
1,25(OH)2D3, 24,25(OH)2D3 y 1,24,25(OH)2D3
(Bikle y Pillai, 1993). Diversas estructuras cu-
táneas contienen receptores para el 1,25(OH)2D3
y por lo tanto la piel es considerada un órgano
blanco de la vitamina D (Eckert et al., 1997).
Esos receptores han sido identificados especial-
mente en la vaina radicular externa de los folí-
culos pilosos, y en menor cantidad, en los es-
tratos granuloso, espinoso y basal de la epider-
mis. También se encuentran receptores para el
1,25(OH)2D3 en las células del bulbo piloso, vai-
na radicular interna y células basales de las
glándulas sebáceas; sin embargo, no se pre-
sentan en el tejido conectivo dérmico (Stumpf
et al., 1979).
Las células epidérmicas son programadas
para proliferar y diferenciarse desde la capa de
células basales hasta las células cornificadas
muertas del estrato córneo. En un complejo pro-
ceso de transformación, los queratinocitos mo-
difican su morfología y su composición quími-
ca; las células del estrato espinoso inician la
producción de citoqueratinas 10 y 11, las cua-
les son características de una mayor diferen-
ciación celular epidérmica. En el estrato espi-
noso también se presenta una proteína deno-
minada involucrina que constituye el substrato
para la enzima transglutaminasa, responsable
del eslabonamiento de la lisina e-(g-glutamil) de
ese substrato dentro de una envoltura cornifi-
cada insoluble (Eckert et al., 1997; Suter et al.,
1997).
La división celular puede estimarse, en-
tre otros métodos, mediante la identificación “in
situ” de marcadores de proliferación. Uno de
ellos es el antígeno nuclear de proliferación ce-
lular (PCNA), un polipéptido intranuclear sinte-
tizado principalmente durante la fase S del ci-
clo celular en todas las células de la piel (Lee y
Hurwitz, 1990).
Los efectos de la vitamina D en la diferen-
ciación y proliferación celular a nivel cutáneo,
han sido extensamente analizados en condicio-
nes normales y patológicas: osteopatías, pso-
riasis, cáncer, etc. (Clemens et al., 1983; Suda
et al., 1986; Milde et al., 1991; Walters, 1992;
Rice et al., 1992; Bikle y Pillai, 1993). El
1,25(OH)2D3 estimula su diferenciación termi-
nal y disminuye la proliferación de los querati-
nocitos (Wu et al., 1996). No obstante, no se ha
estudiado como se modifican esos procesos en
casos de hipervitaminosis D.
La hipervitaminosis D de origen vegetal
debería acelerar la diferenciación terminal de
los queratinocitos y retardar la proliferación
celular, lo que se traduciría en atrofia de dife-
rentes estructuras de la piel. En el presente es-
tudio se intenta demostrar esta hipótesis anali-
zando la expresión de marcadores de diferen-
ciación y de proliferación celular.
MATERIALES Y MÉTODOS
Se recolectaron plantas de S.
glaucophyllum en distintas áreas y se las secó a
37° C durante 48 horas; se separaron las hojas
que fueron finamente molidas. Cuatro vaquillo-
nas clínicamente sanas recibieron dos dosis
semanales de 25 g de polvo de hojas de S.
glaucophyllum, mientras que dos vaquillonas
fueron usadas como control. El polvo de hojas
se administró mediante sonda intrarruminal.
Los animales fueron sacrificados después de 2,
4, 6 y 8 semanas de comenzada la experiencia.
Durante la necropsia se tomaron muestras de
piel de la región interescapular, se fijaron en
formol neutro al 10% y se procesaron para his-
tología e inmunohistoquímica empleando por-
taobjetos tratados con 3-aminopropiltrietoxi-
silano (Sigma Diagnostics, St. Louis, MO, USA).
Se emplearon métodos de recuperación antigé-
nica ya descriptos (Portiansky et al., 1996;
Portiansky et al., 1997: sonicación, calenta-
miento en horno de microondas y olla a pre-
sión) para recuperar la inmunorreactividad al-
terada por la fijación en formalina.
Para evaluar la diferenciación epidérmi-
ca se emplearon anticuerpos monoclonales anti-
involucrina (Novocastra Laboratories Ltd, UK)
1:100 y anti-citoqueratinas 10 y 11 (K8.60,
Sigma Chemical Co., USA) 1:3.000. La prolife-
ración celular fue determinada utilizando un
anticuerpo monoclonal contra PCNA (PC10,
Sigma Chemical Co., USA) 1:3.000.
Para la detección inmunohistoquímica se
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empleó el sistema del polímero marcado con pe-
roxidasa (EnVisionTM System, Dako Co.,
Carpinteria,  USA). Se utilizó diaminobencidina
como cromógeno y los cortes fueron contrasta-
dos con hematoxilina.
Los resultados fueron valorados median-
te el procesamiento y análisis de imágenes. Bre-
vemente, las imágenes histológicas fueron cap-
turadas por una cámara de video color (Sony,
CCD cámara, Tokio, Japón) montada sobre un
microscopio de luz (Olympus, Tokio, Japón) con
un objetivo x40 y digitalizadas con un formato
TIFF de 24 bits (RGB) mediante la utilización
de un programa de análisis de imágenes espe-
cífico (Image-Pro Plus for Windows v 3.0, Media
Cybernetics, Silver Spring, MA, USA). La reso-
lución espacial fue de 500 x 300 pixels, de for-
ma tal de establecer la proporción de 0,32 mm/
pixel. Luego de la calibración espacial y de in-
tensidad de luz, se aplicó la operación de seg-
mentación de color que permitió resaltar la por-
ción de imagen que correspondía a la tinción
inmunohistoquímica. Se procedió posteriormen-
te al recuento del área inmunomarcada previa-
mente resaltada, con discriminación de inter-
valos de densidad óptica de la reacción colori-
métrica, definida por los complejos antígeno-
anticuerpo (Wells et al., 1993).
Las mediciones histomorfométricas fueron
llevadas a cabo sobre secciones seriadas. Se ob-
tuvieron no menos de 10 imágenes de cada de-
terminación experimental. Los valores obteni-
dos de los histogramas fueron exportados a una
planilla de cálculo para realizar el análisis es-
tadístico.
El análisis de la varianza fue utilizado para
evaluar la significación entre los diferentes gru-
pos. El método de Tuckey fue usado como una
prueba de localización de la significación. Dife-
rencias significativas entre los métodos de re-
cuperación elegidos fueron definidas como
aquellas con un valor probable P < 0,05. Dife-
rencias altamente significativas fueron defini-
das como aquellas con un valor de P < 0,01. La
significación de los estudios de densidad óptica
fue determinada mediante la aplicación del test
de t de las diferencias entre grupos apareados.
RESULTADOS
Los animales intoxicados mostraron la sig-
nología clínica bien conocida en la calcinosis
enzoótica, incluyendo la cobertura pilosa de as-
pecto áspero y descolorido (Puche y Bingley,
1995). A la necropsia, fue evidente la minerali-
zación de tejidos blandos especialmente en aor-
ta, corazón y pulmón, pero también en muchos
otros órganos. Los huesos estaban extremada-
mente duros en los animales intoxicados du-
rante 8 semanas. Microscópicamente fueron
detectadas calcificaciones en varios tejidos. Es-
tas observaciones corroboran las característi-
cas bien conocidas de esta afección (Collier,
1927; Eckell et al., 1960; Okada et al., 1977;
Morris, 1978; Puche y Bingley, 1995).
El análisis histológico de la piel demostró
conspicuas diferencias entre los animales in-
toxicados y los controles: las vaquillonas afec-
tadas por calcinosis enzoótica mostraron una
marcada disminución del espesor epidérmico,
Gráfico Nº I. Espesor de la epidermis viable. Las
diferencias entre controles y animales intoxica-
dos fueron altamente significativas.
Gráfico Nº II. Porcentaje de inmunomarcación
de involucrina en células epidérmicas. Las di-
ferencias entre los animales intoxicados y los
controles fueron altamente significativas.
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Foto Nº I. Piel de un animal control (a) y después de 8 semanas de intoxicación con S. glaucophyllum
(b). Nótese la reducción del espesor del epitelio y la atrofia pilosebácea. Marcación de involucrina
(flechas) mediante un método indirecto de inmunoperoxidasa. Aumento: 100x.
Foto Nº II. Expresión de involucrina. En un animal control (a) y después de 8 semanas de intoxi-
cación con S. glaucophyllum (b). Nótese el adelgazamiento del estrato espinoso. Marcación de
involucrina (flechas) mediante un método indirecto de inmunoperoxidasa. Aumento: 200x.
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atrofia de los folículos pilosos y de las glándu-
las, tanto sebáceas como sudoríparas (Foto Nº I
y Gráfico Nº I).
Los marcadores de diferenciación anali-
zados también modificaron su expresión tanto
en intensidad como en distribución. Así por
ejemplo, la involucrina fue detectada en los es-
tratos suprabasales en los animales control,
mientras que en los enfermos se observó en to-
das las capas de la epidermis (Foto Nº II y Grá-
fico Nº II). En la inmunodetección de citoquera-
tinas 10 y 11 pudo comprobarse un cambio si-
milar (Gráfico Nº III).
La intoxicación afectó igualmente la ex-
presión de PCNA. La presencia de este marca-
dor de proliferación fue detectada en diferentes
estructuras de la piel normal. En los animales
intoxicados se constató una reducción en la
expresión de PCNA, aunque las diferencias no
fueron estadísticamente significativas (Gráfico
Nº IV).
DISCUSIÓN
En este estudio, se ha demostrado que la
intoxicación de los bovinos con S. glaucophyllum
indujo una atrofia severa de la epidermis, folí-
culos pilosos, glándulas sebáceas y sudorípa-
ras.
La expresión prematura de involucrina y
citoqueratinas 10 y 11 en todas las capas de la
epidermis, incluyendo al estrato germinativo, es
lo esperable según los efectos conocidos del 1,25
(OH)2D3 (Regnier y Darmon, 1991; Eckert et al.,
1997). Este efecto puede ser también conse-
cuencia de un probable aumento de la concen-
tración local de Ca2+. Es bien conocido que el
aumento de calcio juega un papel central como
estimulante de la diferenciación de los querati-
nocitos (Bikle y Pillai, 1993) y, si bien no se han
estudiado los niveles de calcio en la piel de los
bovinos, resulta altamente probable que se en-
cuentre elevado en animales afectados de cal-
cinosis, debido al bien conocido incremento en
la absorción intestinal (Haussler et. al., 1976;
Okada et al., 1977; Morris, 1978; Puche y
Bingley, 1995).
La disminución de la proliferación celular
observada no fue estadísticamente significati-
va; esta observación no es demasiado sorpren-
dente. Si bien la mayoría de los trabajos dispo-
nibles comunican un efecto negativo del 1,25
(OH)2D3 sobre la división celular (Wu et al., 1996;
Eckert et al., 1997), otros hablan de un efecto
estimulante (Rougi et al., 1996), o de ausencia
de efecto (Regnier y Darmon, 1991). Los ante-
cedentes son, en consecuencia, contradictorios.
Por otro lado, los modelos empleados hasta el
presente para evaluar los efectos de la vitamina
D en la división celular cutánea, se basan en
tejidos “in vitro” (Binderup y Bramm, 1988), en
animales de laboratorio durante períodos cor-
tos (Rougi et al., 1996) o en el tratamiento de
psoriasis en la especie humana (Milde et al.,
1991). En un sistema “in vitro” en condiciones
altamente controladas, bajas dosis de
1,25(OH)2D3 estimularon la división de querati-
nocitos, mientras que concentraciones altas la
deprimieron (Bollag et al., 1995).
La bibliografía consultada no hace refe-
rencia acerca de los efectos en la proliferación
de las células epidérmicas ocasionados por una
administración prolongada de altas dosis de
1,25(OH)2D3.
Gráfico Nº III. Porcentaje de inmunomarcación
de citoqueratinas 10 y 11 en células epidérmi-
cas. Las diferencias entre los animales intoxi-
cados y los controles fueron altamente signifi-
cativas.
Gráfico Nº IV. Núcleos celulares que expresa-
ron PCNA por mm de epidermis. Las diferen-
cias entre grupos no mostraron diferencias es-
tadísticamente significativas.
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Con respecto a los folículos pilosos, se los
ha calificado como miniórganos altamente sen-
sibles para la vitamina D3 (Reichrath et al., 1994)
y se han identificado receptores de 1,25(OH)2D3
en el bulbo piloso y en las vainas radiculares
interna y externa (Stumpft et al., 1979;
Reichrath et al., 1996). El metabolito activo de
la vitamina D ha demostrado ser un potente
inhibidor de división e inductor de diferencia-
ción en las células de la vaina radicular exter-
na (Arase et al., 1991).
De cualquier manera, el papel de la vita-
mina D en los folículos pilosos no es aún cono-
cido (Reichrath et al., 1994). En este trabajo es
muy evidente la severa regresión de los folícu-
los pilosos en bovinos intoxicados con S.
glaucophyllum. Menos aún se conoce acerca de
los efectos de esta vitamina sobre las glándulas
sebáceas y sudoríparas.
Los resultados obtenidos parecen indicar,
“a priori”, que la reducción en el compartimien-
to intermedio de diferenciación epidérmica no
se debe a un bloqueo en la proliferación de las
células basales, siendo atribuible a una esti-
mulación de la diferenciación terminal en los
queratinocitos suprabasales.
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